GENSEBESZET- DNS-KLONOZAS

A génsebészet olyan in vitro modszereket, technikat foglal magaba, mely a génkészlet
nagymértékli megvaltoztatasat, célzott keveredését teszi lehetdveé. A genetikai informaciot az
egyik ¢él6lénybdl (4llat, ndovény, mikroorganizmus) mesterségesen visszilk at egy masik
organizmusba.

Angolul legelterjedtebben talan a ,genetic engineering” kifejezést hasznaljak, amely
»genetikai mérnoki tevékenységet” jelent. Ez utal a DNS-fragmentumok Osszeépitésének
tervezett €s tudatos voltara, ezért talaldo elnevezés. Sajnos magyarositani lehetetlen, hiszen
még az engineering szOt sem sikeriilt (méas tudomanyagakban) leforditani. Az angol
nyelvteriileten hasznalt genetikai manipuldci6 sem talald, és magyarul a manipulécionak rossz
mellékcsengése is van.

A szakemberek is elterjedten hasznéljadk a DNS-klonozas meghatarozést. Ezt kdznapi életben
is lehet hasznélni, hiszen a biologiai ismeretterjesztésben a klon fogalma eléggé elterjedében
van. (Szoktdk még a génsebészetet in vitro rekombinicionak nevezni, de mivel ez az
elnevezés félrevezetd, a szohasznalat is kezd kiveszni.) A hibrid DNS molekulédkat azonban
szokas rekombinans DNS-nek nevezni, ami ujrarendezettet jelent.

A DNS-klonozas 1épései a kovetkezok:

A klonozando gént tartalmazo DNS eldéllitasa

A megfelel6 vektor kivalasztasa

A vektor hasitasa

A célgén vektorhoz kotése

A célgén mikroorganizmusba juttatasa

A célgént tartalmaz6 mikroorganizmusok kivalasztiasa
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A klonozandd géndarabka szarmazhat allati, ndvényir vagy mikroorganizmus DNS-bdl.
Leggyakrabban az enzimesen felszabdalt teljes genom keriil klénozéasra, amikor is a DNS
fragmenteknek csak igen kis hanyada azonos a kivant DNS darabbal. Ennek a folyamatnak a
véazlatat mutatja az 1. 4bra.




1. Abra: A GENKLONOZASNAK, a rekombinans DNS-technolégia alapmiiveletének egyik valtozatat mutatja az
abra. Eml6s genom-DNS-ét (1) restrikcios enzimmel hasitjak. A kapott téredékek (2, 3) valamelyike tartalmazhatja a
keresett gént. Plazmid klénozoé vektor ok példanyat hasitjak ugyanezzel az enzimmel (4). A plazmidokat és a
genomtoredékeket osszekeverik, DNS-ligdzzal 6sszekapcsoljak (5) és a rekombinans plazmidokat a baktériumokba juttatjak
(6). A baktériumokat a tenyésztdcsészébe behelyezik olyan higitdsban, hogy minden 1étrejovo telep 7) tagjai biztosan egy
sejtbdl szarmazo klont alkossanak. Néhany klon sejtjei tartalmazhatnak egy a keresett gént hordozo6 rekombindns plazmidot.
Konnyen megkereshetd az ilyen klon, ha a kérdéses gén mRNS-e ismert és szondaként alkalmazhato. A telepekbdl mintat
visznek sziirGpapirra; a sejteket felnyitjak, hogy a DNS-iik hozzaférhetd legyen (8). A radioaktiv izotdppal jelzett RNS
szondat a rendszerbe juttatjak (9). Ez csak a keresett DNS-hez k6tddik; a nem kotott szondat eltavolitjak (10). A sziirGpapirra
fotoemulzidt visznek, a radioaktiv szonda az emulzion nyomot hagy (11), azonositva a keresett klont (12).



Specialis esetekben mdd van tisztitott gén eldéllitasara is. Ilyen az afrikai karmosbéka
riboszomalis RNS-génje. Ennek a génnek a tisztitdsat nagymértékben megkonnyitette, hogy a
petesejtben tobb szdz példanyban fordul eld, méghozza olyan forméban, hogy kozvetleniil
egymas mellett, szomszédosan helyezkednek el. A tisztitds szempontjabol igen kedvezd
tovabba, hogy az rDNS-gének siirlisége eltér az atlagostol, amit kinyeréskor hasznositani
lehet. Mivel tehat a karmosbéka rDNS-e nagy mennyiségben és tisztasagban hozzaférhetd
volt, a kutatok azt a célt tlizték maguk elé, hogy az rDNS-t, vagy annak egy darabjat
Osszeeépitik a pSC101-plazmiddal és E. coli sejtjébe juttatjak.

Kémiailag szintetizalt génekkel is végezhetiink klonozast. Elsésorban kis fehérjék génjeinél
éri meg a faradsagot, olyanoknal, mint példaul a peptidhormonok. Ezeknek a szerkezete
ismeretes, ¢és az aminosavsorrendbdl le lehet vezetni egy megfeleld génszerkezetet is. Azért
egy szerkezetet, mert a genetikai kod tulajdonsagai miatt sokféle megoldas van. Emlékezziink
arra, hogy 64 féle bazisharmas csak 20-féle aminosavat kodol, tehat egy-egy aminosavnak
tobbféle bazisharmas feleltethetd meg. A kémiailag elkészitett gént ezutdn egy olyan
kiilonleges vektorral (kifejezd vektorral) kell klonozni, amelyben jelen vannak a
transzkripcidt és transzlacidt vezérld jelek, mint példaul a promoter. A sejtbe juttatott
rekonbinans tehat termeli a megfeleld fehérjét. Ilyen modon klonoztak az emberi novekedési
hormon génjét vagy az inzulin génjét is.

DNS szintetizalhat6 enzimesen is a retro virusoknal megismert és izolalt reverz transzkriptaz
enzim segitségével, mely RNS-bdl készit DNS-t. Ezt a DNS-t cDNS-nek = komplementer
DNS-nek nevezik.

A cDNS készitését és a vele valo klonozast a 2. és 3. abrak mutatjak.
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2. abra: cDNS készitése
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3. abra: cDNS klénozasa

A reverz transzkriptdz, vagyis a ,,forditva atir6 enzim” miitkddésének feltétele, hogy a DNS-
lanc meg legyen kezdve. Az mRNS esetén ezt konnyli megvalositani mert RNS 3°- végén
elhelyezkedd poli-A-lanchoz a bazisparosodas révén ,,hozzatapasztunk™ egy poli-T-darabot.
Az ilyen modon 1étrejové molekulat hibridnek mondjuk, mert az egyik része RNS, mig a
masik DNS. A kettdsszala hibrid molekula azért tud 1étrejonni, mert az RNS és DNS kozotti
kémiai hasonlosag lehetové teszi a bazisparosodaast. Az mRNS-hez hibridizalt poli-T-
darabtol elindulva, a reverz traszkriptdz enzim az RNS teljes hosszaban felépiti a
komlementer (kiegészit6) DNS szalat, és igy egy teljes hosszusagl hibrid molekula képzddik.
A kovetkezd 1épésben a DNS-t kétfonaluva kell tenni. A hibrid molekuldnak az RNS részét
luggal el lehet bontani, s igy csak a DNS szal marad meg. Ennek a kiegészitd szalat pedig
DNS-polimerdz révén szintetizaljuk, igy kialakul a kétfonalas DNS, amit mar
folhasznalhatunk kloénozasra is. Az mRNS-rdl készitett masolatot cDNS-nek (,,complementer
»-kiegészitd) nevezziik. Szoktak a kétfonalas vézlatot dsc-DNS-nek is roviditeni (itt a ds=
double standared, azaz kettds szalu, kétfonalas).

A cDNS szintézisének modszerét a globin-mRNS-re is alkalmaztdk, és az ismertetett -
egyébként mind a mai napig hasznalatos — eljaras révén klénozhaté6 DNS masolatot nyertek.
Errdl a klonrdl feltételezték, hogy lényegében véve azonos a genomban taldlhatdo globin-
génnel, legfeljebb az eleje és a vége hidnyzik, ami a szintézis sordn esetleg megsériilt.
Késdbb, amikor kozvetleniil is klonoztdk a genomban taladlhatd globin-gént, ez a feltételezés
tévesnek bizonyult. A megfeleld modon eldkészitett DNS-t valamilyen hordoz6 (vektor)
segitségével juttatjuk egy madsik ¢él6lény, altaldban mikroorganizmus szervezetébe, ahol a
géndarabka sikeres esetben képes sokszorozodni €és a genetikus informacionak megfeleld
terméket eldallitani.



A DNS Ilancok specifikus hasitasa restrikcids endonukledz enzimekkel, a lanc végek
osszekapcsolasa pedig DNS ligaz enzimekkel torténik.

Restrikcios endonukleazok

A restrikcidés endonukleazok (korlatozd vagy restrikciés enzimek) olyan DNS bontok,
amelyek a kétfonalas DNS-en beliil 4-6 bazisbol allo, meghatarozott szakaszokat ,,ismernek
fel”, és ott a DNS mindkét szalat elhasitjdk. A felismerés és a hasitds szigortian
meghatarozott, tehat ha a sokmillidard molekulabdl all6 DNS-oldatot egyfajta ilyen enzimmel
kezeljiikk, akkor minden egyes DNS-molekula ugyanazokon a helyeken hasad el. A
génsebészet kialakuldsdhoz éppen ez a specifikus hasitdsi lehetdség nyujtott alapot.
Felfedezték a gazdaspecifitds jelentdségét, mas néven a restrikcios-modifikacios rendszert,
melynek 1ényege, hogy a prokariotak szervezete meg tudja kiilonboztetni a sajat DNS-t mas,
idegen eredetli DNS-t6l. Ha a sejtbe idegen DNS jut, akkor azt a sejt lebontja, hatastalanitja
egy enzim — a modositd (modifikald) metildz — révén megjelolik a sajat DNS-iiket. A jelolést
ugy végzik, hogy egy meghatdrozott bazissorrendii résznél, az egyik bazisra metilcsoportot
(CH3) kapcsolnak. Van még egy enzim a sejtben, amely ugyanezt a DNS szakaszt ismeri fel.
Ez az enzim a restrikcios endonukledz, amely elhasitja a DNS-t ezen a helyen, hacsak az nincs
megjeldlve egy metilcsoporttal. A specifikusan elhelyezett metilcsoportok révén a sejt meg
tudja védeni a sajat DNS-€t a restrikcids enzim hasitadsatol, a sejtbe behatold idegen DNS
viszont védtelen a nukledz tdmadasaval szemben, igy az a behatolas utan hamarosan lebomlik.
Manapsag kb. 400 restrikcidos endonukledzt ismeriink, ez kevesebb kb. 100 féle specifitast
jelent. Kétfonalas DNS-t bontanak, a hasitds a lancon beliil jon 1étre, jellegzetes ,,tapados”
végeket eredményezve.(Id. 4. dbra)
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4. abra: Megkonnyitik a klénozast a bizonyos restrikciés enzimek altal létrehozott "tapadés végek". Az
ECO-RI enzim példaul a GAATTC nukleotidsornal atlosan hasit. Ha a genom-DNS-t (1) és a hordoz6 DNS-t
(2) ECO-R-e¢l hasitjék el, a kapott daraboknak komplementer egyszalt nytlvannyal rendelkeznek (3). A darabok
osszekeverésekor e bazisok kdzott hidrogénhidak (pontok) alakulnak ki, s megfordithatdé médon 6sszekapcsoljak
a genom- ¢és a hordozo-DNS-t (4). A kapcsoloédast nem megfordithatdé modon lezarja a DNS-ligaz enzim
(nyilak).



Plazmidok

A vektor leggyakrabban plazmid vagy fdg. A plazmid mind élesztégombakban, mind
baktériumokban megtalalhato cirkuldris szerkezetli (nincs szabad vég), kis moélsulyd DNS,
melynek onreplikacios képessége van. Egy sejtben lehet egyetlen plazmid, de lehet t6bb100
is. Kis mérete miatt viszonylag konnyli a sejtekbdl lancszakadas, Osszetoredezés nélkiil
kinyerni. Mig egy Escherichia coli kromoszoma DNS-ének molsulya kb. 2000 MD, addig egy
plazmidjanak molstlya mindossze 5-6 MD.

A plazmid akkor valik jol hasznalhat6 vektorra, ha

- mérete kicsi,max. 5 kb.,

- van replikécids origdja,

- vannak szelekciora alkalmas un. marker gének rajta,

- minél tobbféle restrikcids enzim hasitasi hely a génekben, egy enzimhasitasi helybdl csak

egy legyen.

A plazmidok szerkezete

A pBR325 alapvetd klonozéd vektor, a pBR322 plazmid tovabbfejlesztett valtozata. Harom
kiilonbozd antibiotikummal szembeni rezisztenciaért felelds gén van benne:

ECORI Hindlll
/ Chl - chloramphenicol (Clorocid)
Tet — tetracyclin (Tetran)
Amp - ampicillin (Semicillin) szembeni

rezisztenciaért felelos gének.

A Pstl, az EcoRI, a HindIIl. és a BamHI
restrikcids endonukleazok, 6 nukleotidos
felismerési hellyel. Ezek a rajzon jeloltek
szerint 1 ill. 2 helyen hasitanak bele a
rezisztenciaért felelos DNS részletekbe.

A pBR325 jelll plazmid elédje a pBR322,
~6.0 kb melynek eldallitasa az 5. abran lathato.

5. 4bra: pBR325 plazmid



Tn3 (Ap" transzpozon)

E
;.

B E H
s B (in vivo)
EcoRI* ligilis Tc\

szelekcio Tof-re, \PMB? / szelekcié Te!,
Apra

P
‘/ tovabbi lepesek 5 EcoRI* hgalas

szelekao Tc'-re, Ap-re pBR312

pBR322 pBR313
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6. abra: a pBR322 plazmidvektor eléallitasanak vazlata

Az egyik legaltalanosabban hasznélt plazmidvektor a pBR322, ennek készitését ismertetjiik
nagy vonalaiban. Ez a vektor gyakorlatilag megfelel az 0sszes olyan kovetelménynek,
amelyeket a fejezet elején a ,,j0” vektorral szemben tdmasztottunk. A plazmid megkett6zddés
szempontjabol a ColEl-re hasonlit: végsd soron annak egy szarmazéka. A ColEl tipusu
plazmidokra jellemmzd6, hogy amplifikdlhatok, vagyis cloramphenicol hozz4adasaval
megallithatd a gazdasejt osztédasa, a plazmid azonban tovabb szaporodik. Végeredményben
olyan, mar nem ¢€16 sejteket kapunk, amelyekben a plazmid 1000 koriili példanyban jon 1étre,
¢s ez a sejt 6sszes DNS-ének mintegy felét jelenti! Nyilvanvald, hogy ez a plazmid kinyerés
szempontjabol igen kedvezd.

A gén beépitése plazmidba

A plazmid vektorok haszndlatanak elve igen egyszeri. a plazmid DNS-t hasitjuk egy
restrikciés endonukledzzal ¢és in vitro hozzakapcsoljuk az idegen DNS-t. E kialakuld
rekombinans plazmiddal ezutan transzformalunk egy gazdasejtet. A {6 probléma az inzercidt
tartalmaz6 rekonbinansok és az egyszerlien (inzercid nélkiil) korré visszazaroddott plazmidok
megkﬁlénbéztetése A Visszazérédés mértéke némileg csékkenthetc’i a Vektor és az idegen
azonban egyéb, az alabbiakban ismertetendd eljarast is alkalmazunk a rec1rku1arlzac1o
csokkentésére, illetve a rekonbinansok felismerésére és elkiilonitésére.



a., Inzercids inaktivalas

Ez a modszer alkalmazhaté két vagy tobb antibiotikumrezisztencia markert hordozé
plazmidok esetén. A klonozandé DNS-t és a tisztitott plazmidot egy olyan restrikcios
enzimmel emésztjiik, amely példaul a tetraciklin-rezisztencia génjében hasit. Ligalds utan a
ligdtummal transzformdlunk ampicillin szenzitiv E. colit ampicillin rezisztenss€. Az
ampicillin jelenlétében kindvé transzformansok kozott lesznek rekombindnsok és lesznek
idegen DNS nélkiil recirkularizalédott plazmidot tartalmazok is. A két transzformads tipus
elkiilonitésére a transzformansokat azonos helyekre oltjuk at egy tetraciklint és egy
ampicillint tartalmazo lemezre. A mindkét lemezen kindvd kolonidk rendelkeznek aktiv
tetraciklin-rezisztencia génnel, tehat valdszinlileg nem tartalmaznak inzerciot. A csak
ampicillinen n6v6 kolonidk plazmidjaiban inaktiv a tetraciklin-gén, ezek tehat valoszintileg
inzerciot tartalmaznak.

b., Irdnyitott klonozas

A legtobb plazmid vektor rendelkezik két vagy tobb egyedi restrikcids hasitod hellyel (pl. a
pBR322-ben van egyedi HindIIl és BamHI hasitohely). Mindkét enzimmel torténd emésztés
utdn a nagyobbik fragmentum tisztithato gélelektroforézissel és ligdlhat6 egy olyan idegen
DNS-sel, amelyik ugyanezzel a két enzimmel volt hasitva, igy rendelkezik a megfeleld
»ragados” végekkel. A ligalt rekombinanssal azutan transzformalhatunk. Miutdn a HindIII és
BamHI altal generalt ,ragados” végek egymdassal nem komplementerek, a nagy
vektorfragment dnmagaban alig cirkularizal. Ezért az ampicillin rezisztens transzformansok
legnagyobb része olyan plazmidot fog tartalmazni, amely egy idegen DNS-darabbal koti
Ossze a BamHI és a HindlII helyeket.

c., A linedris plazmid vektor DNS foszfataz kezelése

A DNS-ligdz enzim csak akkor tudja katalizalni két szomszédos nukleotid kozott a
foszfodiészter kotés kialakulasat, ha egyikiik 5’-foszfat, masikuk 3’-hidroxil végzddéssel
rendelkezik. Ez egy linearizalt plazmid vektor DNS-rdl bakterialis alkalikus foszfatdz enzimes
kezeléssel eltavolitjuk az 5’-foszfatot, akkor ezzel minimalisra csdkkenthetjiik a
recirkularizacié esélyét. igy a DNS egyik szala sem képes foszfo-diészter kotést kialakitani.
Ha azonban 5"foszforilalt védekkel rendelkezd idegen fragment van a ligdlo elegyben, ez
ligalhato a vektorral olyan nyilt cirkularis molekulava, amely két ,,nick”-et tartalmaz. Mivel a
cirkuldris molekula sokkal jobban transzformal (még akkor is, ha ,,nick”-et tartalmaz), mint a
linearis, a transzformansok tobbsége rekombinans lesz. A sejtben a sajat enzimek létrehozzak
a kémiai kotést.

Problémak a nagy DNS molekulak plazmidban valo klonozasanal

A rekonbinansok és a recirkularizalt vektorok aranyat befolyasolja a klénozando6 idegen DNS
mérete is. Altalaban minél nagyobb az idegen DNS, annal alacsonyabb a transzformacio
hatékonysaga. Igy nagy (nagyobb mint 10 kb) DNS fragmenteknél kiilonosen fontos a
recirkularizalt vektor molekuldk aranyat leszoritani minden lehetséges modon. A hattér még
igy 1s magas szokott lenni és a rekombinansok azonositasara hibridizaciot kell hasznélni.



d., Farkazas

A terminalis transzferdznak nevezett enzim a DNS 3’-végeire nukleotidokat tud kapcsolni,
olyanokat, amelyeket a kisérlet soran a reakcidelegyhez adnak. Ha csak egyféle nukleatidott
hasznalnak, akkor az enzim a 3’-végekre olyan tilnyom¢ toldalékot, ,,farkat” szintetizal,
amely azonos bazisokbol all. Az eljarast homopolimer addicionak lehetne nevezni, bar az
angol nyelvi szakirodalomban inkdbb ,.tailing”-nek, farkazasnak hivjék. Jobb sz6 hijan mi is
»farkazasnak™ fogjuk nevezni ezt a modszert, amelynek révén barmely DNS molekula vagy
fragmentum végeire egy azonos nukleotidbol allo ,,farkat” lehet késziteni. Mivel az adenin €s
timin kiegészité (komplementer) bazisok, a kétféle (tehat poli-A- és poli-T-farok) toldalék
kozt 1étre johet a bazis parosodas, azaz gyenge hidrogénkdtéssel Osszekapcsolddhatnak.
Megfeleld koriilmények kozt létre jon ez a kapcsolat, amelyet tovabbi enzimek
felhasznalasadval mar stabilizalni is lehet, vagyis kovalens kapcsolat épithetd ki a két DNS —
molekula kozt.

@

SV40
l (EcoRI hasitas) l

(farkazds) E coli rést

|
l l : 9. Az
55 s’ SV40-lambda-dgal-molekula
konstrukcidja
Mindkét gyliriis molekulat
kiegyenesitették” az
EcoRI-enzimmel, majd a
terminalis transzferaz
enzimmel az
SV40-molekulara poli-A-, a
lambda-dgal-DNS-re
poli-T-farkat szintetizaltak,
s a két molekula
osszekeverése utan tovabbi
enzimekkel
osszekapcesoltak a
kiillonbozo eredeti
DNS-eket.

7. abra: a farkazas vazlata



e., Linkerek alkalmazasa

A ligdz enzim nemcsak ragadds, hanem tompa végeket is Ossze tud kapcsolni, ha a
szokasosnal sokkal nagyobb koncentracioban alkalmazzuk. Ezt tompa véghez valo ligalasnak
(kapcsoldsnak) nevezziik. A cDNS vagy a kémiailag szintetizdlt DNS végeire olyan
oligonukleotidokat kapcsolunk, melyek tartalmazzdk egy ragadds véget képzd restrikcids
enzim felismerOhelyét. Ezutan a molekulat az illetd restrikcids enzimmel kezeljiik, mire a
molekulan ragadds végek jonnek létre. Ezutan mar konnyl a vektorba vald beépités. A
kapcsolé molekuldak hasznalata tehat egyesiti a ,,farkazas” ¢és a ragadosvéges kapcsolas
elényeit. tovabbi eldny, hogy e molekuldk hasznalata esetén kevesebb restrikcids helyre kell
vektort késziteni, hiszen a legtobb feladatot meg lehet oldani a mar meglevd vektorokkal és
kapcsolokkal.

A 8. dbra mutatja vazlatosan a kapcsolo=linker molekula hasznalatat.

EcoRl
cDNS linkerek

GGAATTCC GGAATTCC
CCTTAAGG CCTTAAGS

ligilas-
GGAATTCC ; GGAATICC
CCTTAAGG CCITAAGG
EcoRI hasitas

LAATTCC } z l(}q
GG CTTAA

vektor-DNS
EcoRI végekkel

ligalas
cDNS
33. EcoRl1 kapcsolo molekula

haszndlata
A példan egy cDNS-klonozast
mutatunk be; cDNS-t

/' v\ kémiailag szintetizalt
EcoRl1-kapcsolokkal épitenek

EcoRI vektot EcoRl

a vektorhoz

8. abra: ECO-RI hasznalata
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E. coli transzformalas plazmid DNS-sel

A plazmid vektor gazdasejtbe juttatasa direkt mdodon, transzformacidval torténik.

1. A transzformacidhoz hasznalt torzsek fenntartasa

A transzformaciohoz DH1, HB 101 nevi E. coli torzseket hasznalunk. A torzsek fenntartasa

ferde agaron torténik. A felhasznalt taptalajok Osszetétele a kovetkezd:

LB tapagar

10g pepton /tripton

5¢ ¢lesztokivonat

10g NaCl

17¢g agar

1000 cm® desztviz pH 7.5
2. Oldatok

50 mM-os CaClr-oldat
Sterilezés autoklavban

Trafo puffer (1 l-re)

1.214 ¢ Trisz

I1.1g CaCl,

095¢g MgCl, pH7
Sterilezés autoklavban.

TE oldat plazmid higitashoz

121 g Trisz
037¢g EDTA-Na
100 cm® deszt. viz pH 8

Sterilezés autoklav.

Antibiotikum oldatok
Oxy-tetraciklin 1.25-1.5 mg OTC/ ml d.viz
Ampicillin 3.5-4 mg Amp/ ml d.viz

Sterilezés membransziréssel.
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3. Transzformacio menete

1. 37 °C-on egy ¢jszakan 4t szaporitjuk az E. coli torzseket (DH1, HB101) LB
tapoldatban.

2. A tenyészet 1 cm’-vel beoltunk 20 cm® LB tapoldatot (DHI1 és HB101 torzsek esetén),
és 37 °C-on 2 6ran at inkubaljuk a sejteket. A sejteknek logaritmikus szaporodasi fazisban kell
lenniiik: ez a feltétel 0.3-0.5 ODE-nal (550nm) valosul meg.

3. A tenyészetet 10 percig centrifugaljuk 4°C-on, 8000 rpm-mel.

4. 2 em® 0°C-0s 50 mM-os CaCly-oldatban felszuszpendaljuk a sejteket és 15 percig 0
%C-on inkubaljuk. A CaCl, el8segiti a plazmid sejtfalhoz kotodését.

5. A plazmid DNS-t a traf6 puffert és az 1-4 pontban leirtaknak megfelelden eldallitott

E.coli sejtszuszpenziot 6sszemérjiik a kdvetkezd sorrendben és aranyban:

1. 5-10 wul plazmid oldat (az oldat koncentracidja 0.01 pg plazmid/ pl TE
oldat)
2. A plazmid oldatot 100 pl-re egészitjiik ki trafo pufferrel.

3. 200 pul sejtszuszpenzid

osszesen: 300 pl oldat

A torzseket és a hozzdjuk tartozd plazmidokat, valamint a plazmidon talalhatd antibiotikum

rezisztencia géneket az 1. tablazat tartalmazza.

1. tdblazat
Torzs Plazmid Rezisztencia gén
DHI1 pBR 329 Tet, Amp, Chl
HB101 pVG 5 Tet, Amp, Chl

Az 1. mellékletben taldlhatok a hasznalt plazmidok térképei.
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6. Az 5. pontban eléallitott sejtszuszpenziot 30 percig 0 °C-on inkubaljuk, majd 2-3
percre 40-42 °C-on tartjuk. A hdsokk a membran fluiditasat novelve lehetdvé teszi a plazmid

bejutasat a sejtbe.

7. A sejtekre 1 cm® NB tépoldatot toltiink, lassu rézatas mellett 37 °C-on 60-90 percig
inkubaljuk.
8. NA tépagarbdl lemezeket ontiink. Minden transzformalashoz 5 lemezre van sziikség

amibdl 2 db tartalmaz antibiotikumot 3 db pedig nem. Az antibiotikumos lemezek ontésekor
tigyelni kell az agar héfokara ugyanis 60 °C-nal magasabb hémérsékleten az oxy-tetraciklin
elbomlik. Az antibiotikumos lemez készitése a kovetkezé modon torténik 10 cm’ felolvasztott
60 °C-ra hiitstt NA illetve LB agarhoz 100 ul antibiotikumot adunk (az antibiotikum oldat
koncentracidja corc: 1.25-1.5 mg/ml, camp: 3.5-4 mg/ml). A sziikséges antibiotikum a
transzformécidhoz hasznalt plazmidnak megfeleld (lasd. 1. tablazat illetve 1. melléklet).

0. A transzformalt sejtszuszpenziobdl higitasi sort készitiink az abran lathatdé moddon,

majd az abranak megfelelden torténik a 8. pontban eldallitott lemezekre a szélesztés.

0.5 cm® 0.5 cnt® 0.5 cnt® 0.5 cnt® 0.5 cnt® 0.5 cnt®

4.5|cm3 4.5|cm3 4.5|cm3 45 |cm3 4..5 |c:m3 |4..5 cm’

ATB ATB NA NA NA

ATB —antibiotikum

NA — nutrient agar

10. A transzformacio értékelése 24-48 6ra mulva torténik a telepek megszamolasaval.

Agaroz gél elektroforézis

A DNS fragmentek elvalasztasara, identifikalasara €s a fragmentek tisztitasara
legéltalanosabban hasznalt modszer az agardz gél elektroforézis. A technika egyszerti, gyors
¢s a gélben 1évé DNS kozvetlentil 1athatéva tehetd: a DNS csikok a gélben festhetdk kis
koncentracioju interkalalo festékkel, az ethidium-bromiddal; mar 1 ng DNS lathato a gélen
UV fényben.
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A DNS elektroforetikus vandorlasi sebessége az agardz gélben 4 6 paramétertdl fiigg:

A DNS molekula mérete:

A linedris kettds szali DNS (amely feltehetéen egyik végével eldrefele vandorol a gél
matrixban) sebessége forditottan aranyos a molekulasuly tizes alapt logaritmusaval.

Az agar6z koncentracidja:

A DNS elektroforetikus mobilitasanak (4) a logaritmusa és a gélkoncentracid (t) kozott
egyenes aranyossag van, amely a kovetkez6 egyenlettel irhato le:

logp=logu, —K,7
ahol My a szabad elektroforetikus mobilitas, K, pedig a retencios egyiitthatd, amely fiigg a gél
tulajdonsagaitdl €s a vandorld molekula méretétdl, valamint alakjatol.

A DNS koformacidja:

Az azonos molekulasulyt zart cirkuléris (I. forma), nicked cirkularis (II. forma) €s a linearis
(III. forma) DNS kiilonb6zd sebességgel vandorol az agardz gélben. A harom forma relativ
mobilitdsa elsdsorban az agardéz koncentracidjatol fiigg, de hat ra az aramerdsség, a puffer
ionerdssége ¢s az 1. formdn levd szuperhelikus menetek stirisége. Bizonyos koriilmények
kozott az 1. forma gyorsabban vandorol, mint a II. forma, maskor a sorrend forditott. Ebben az
esetben egyre nagyobb mennyiségli ethidium-bromid koétédika DNS-hez, az 1. forma
negativan csavarodott szuperspiraljai kitekerednek és a molekula vadorlasi sebessége
csOkken. Egy bizonyos kritikus szabad festék koncentracional ahol a molekula teljesen
kiegyenesedik, a DNS I. formajanak avadorlasi sebessége eléri a minimumot.

Az alkalmazott dram:

Alacsony fesziiltségen a linedris DNS vandorlasa aranyos a fesziiltséggel.

A DNS bazisosszetétele és a hOmérséklet:

A DNS viselkedése az agardz gélben nem fiigg 1ényegesen sem a DNS bazisosszetételétol,
sem a hémérséklettdl.

1400 bp

600 by

100 bp

9. abra: Az agaréz gélelfo feliilrol lefelé futott, a bal szélen a létra lathato.
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